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論文内 容の要 1::. Eヨ
タカアミラーゼA (TAA) は α一1. 4 グノレカンの内部のグリコシド結合を無秩序に加水分解し，生
成物としてグノレコースやマノレトースその他のデキストリンの αーアノマーを与える αーアミラーゼ?とし
て分類されている。 1951年にこの酵素が結品化されて以来，数多くの研究が行われてきたが，その基
質特異性については，酵素反応機作の解明に重要な意味をもつにもかかわらず，不明な点が多く残さ
れている。
本研究は， 0ーメチノレ化によって化学修飾した基質の TAA 触媒下の加水分解反応を追究する乙と
によって，基質の中の水酸基を TAA 作用を受けるのに，必須なものと Oーメチノレ置換を受け得るも
のとに分別して， TAA の基質特異性の一部を明らかにしたものである。第一章では，天然の基質，
アミロースを用いて部分 0-メチノレ化アミロース (MA) を調製し， TAA との反応を調べた。 MA
の TAAー消化物を NaBH4 で還元したものの化学組成をガスクロマトグラフィーで分析すると，
糖アノレコーノレとして検束されたものは， グノレシトーノレのみである乙と， また 2-0-メチノレおよび 6-
Oーメチノレグノレコース残基の存在比には，酵素反応前と比べて変化がない乙と，などから MA中の 2-
Oーメチノレおよび 6-0-メチノレグ Jレコース残基のグリコシド結合は加水分解されず，無置換グノレコー
ス残基のグリコシド結合のみが TAA の作用を受けたものと推定した。
MA の TAA-消化物をペーパークロマトグラフィーを用いて分離すると， 単糖としては，グルコ
ースのみが検出され， 2-0ーメチノレや 6-0ーメチノレグノレコースは全く検出されなかった。 その他に
分離されたオリゴ糖も， その還元末端はすべてグノレコース残基であった。 0-メチノレ基含量の異なる
4 種の MA 標品の TAA による加水分解率は，無置換グノレコース残基を多く含むものほど大きく，
乙うした諸事実は MA 中の無置換グノレコース残基のグリコシド結合のみが， TAA 作用を受けると
とを強く示している。
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一方， MA のTAA による加水分解率は 6-0-メチノレグノレコース残基よりも， 2-0ーメチノレグノレコ
ース残基の存在量に大きく影響されている事実， TAAー消化物中より，相当量の 6'-0- メチノレマノレト
ースが単離，確認されたにもかかわらず，対応する 2'-0ーメチノレマノレトースの存在はほとんどが認め
られなかったことなどから，アミロースに対して， 2-0-メチノレ化の方が 6-0-メチノレ化よりもーそ
う強く， TAA の作用を受け難くさせる効果をもっているものと考えられる。 6'-0-メチノレマノレトー
スが TAA-消化物中より単離同定されたので 6-0-メチルグルコースに続くクツレコース残基のグリ
コシド結合が TAA の作用を受けることは明らかである。
第二章では，合成基質として知られているフェニノレ αーマノレトシドを部分Oーメチノレ化して TAA の
作用を検討したところ，上の結果をさらに支持する結果および 2 ， 3 の新しい知見が得られた。
フェニ Jレ αーマノレトシドの部分Oーメチノレ化法として，一つには，アシノレ転移を利用する方法を用い
た。 乙の方法で得られた部分 0-メチル化フェニノレ αーマ jレトシドの TAA-消化物中より，グノレコー
ス，マノレトースの他に， 4'-0-, 6'-0- および， 4', 6'- ジーOーメチノレ，マノレトースを分離同定すること
ができた。マノレトースの 6にO および 4'， 6'ージ-0-メチノレ誘導体が得られたことは， MA を用いた実
験結果を全く支持しており， 4'-0- および 4'， 6'ージーOーメチノレ誘導体が確認された乙とは， TAA が
α一1 ， 4 クツレカンの内部のグリコシド結合を加水分解する事実を考慮すれば， 容易に理解できる結果
である。
一方， フェニノレ， αーマノレトシドをメタノール中で CH3I-Ag20 でメチノレ化すると， グルコース残基
の主として 2 位の水酸基にメチ Jレ基が導入された標品が得られ， 2-0-メチノレ化の影響をくわしく検
討するのによい材料となった。 これらの標品の TAA による加水分解率は， 2-0 ーメチノレグノレコー
ス残基の含量が増すとともに，急激に小さくなり， 2 位の水酸基の酵素反応における重要性がうかが
われた。 乙れらの標品中， MP-4 は全く TAA の作用を受けなかったが，乙の標品には，何ら修飾
を受けていないフェニノレ αーマ Jレトシドは全く含まれておらず，フェニノレ αーマ Jレトシドの， 2-O-，
2'-0- および 3-0 ーメチ Jレ誘導体が含まれていることが Rhizopus niveus のグノレコミアラーゼによ
る加水分解反応や過ヨウ素酸酸化法から明らかになったので，これらの Oーメチ Jレ誘導体は TAA の
作用を受けない乙とがわかり，特に 2'-0-メチ jレマ Jレトースのグリコシド結合が TAA の作用をほと
んど受けないことは， MA を用いた実験からの推定と一致している。
また部分Oーメチル化， フェニノレ αーマノレトシドの TAAー消化物から 3'.:...0- メチ jレマ jレトースを分
離，確認する乙とができた。一方 2にOーメチノレマ jレトースの存在は，完全に否定し去ることはできな
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かったが，無視できる程度と考えられる。以上の結果を総合して， MA が TAA の作用により加水
分解される場合に，図に示したように， 1) 加水分解点のクVレコース残基Qの 2 ， 3 , 6 の各水酸基
はすべて 0-メチノレ化を受けていないものであること。 2) 非還元末端側の P残基の 3 および 6 位の
水酸基は 0-メチノレ化されても H点での加水分解を受ける乙と。 3) P残基の 2 位の水酸基がメチノレ
化される H点での加水分解は著しくおこり難くなる乙と。 4) R残基の 6 位の水酸基にメチノレ基が導
入されていても上の条件が満たされておれば， H点での加水分解はおこり得ること。などを明らかに
する乙とができ， TAA の作用メカニズムを推定する上に有効な知見を得ることができた。
論文の審査結果の要旨
タカアミラーゼAの基質であるアミローズやフェニノレマ Jレトシドが酵素作用を受ける際には，基質
分子中に多数存在する水酸基が，おそらくは酵素一基質複合体の形成に重要な関与をしていると思わ
れる。伊勢村君は，部分メチル化フェニノレマ Jレトシドに対する酵素作用を検討し，反応成生物を詳細
に分析して，以下の結論を得た。(図参照)
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闇 1 )酵素により切断を受ける単糖残基Qは，その 3 個の水酸基がすべて遊離状態にあらねばならな
し )0
2) 単糖残基 P の 3 位および 6 位の OH は OCH3 であってもよい。
3) 残基 P の 2 位が OCH3 となると酵素作用はほとんど無くなる。
4) 残基R の 6 位は OCH3 でもよい。
基質のメチノレ化が酵素作用に及ぼす効果の化学的本性は，不明であるが，上記の実験結果は将来酵
素分子の構造研究の発展と相倹って，酵素反応の化学的本性を究明する上に貢献することは確実であ
ると思われる。よって本論文は理学博士の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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